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diaine^SnS^^^^of y mXtT *™ or an outer glass surface with pores having less than 10 nm 

^h^te^^fflS ™ * USCdt0iS0late biological v™^' T^ey ensure a rapid 

(57) Zusammenmssung 

MagnetiscKe Pardkel mit einer auBeren Glasoberflache, die im wesendichen porenfrei ist Oder Poren eines Durchmessers von wenieer 

^r^J^^^^f^^ ^ Gl ^^* sind bevorzugt einsetzbar bei der SSS^SSS^ 

Matenahen aus Proben. Sie gewanren erne rasche und zuverlSssige Reinigung. . ^ 
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Magnetisches Pigment 



Gegenstand der Erfindung sind magnetische Partikel mh einer Glasoberflache Verfahren 
- R-gung e^es biologiscben Materials, insbesondere vonNu^ei^ „ 
wendung von Glaspaxtikeln in Gegenwart chaotroper Saize, Ver^enZTJ t 

SalzeninLosungen mit niedriger Konzentration an Salzen. 

Manche biologischenMaterialien, insbesondere Nukleinsauren, steHen imHinblick aufihre 
aus de, natOrlichen Umgefcttg besondere Anford Jungea zZ^n^ft 

^-chaftv^deranderer fester undgel^ 
aehungsweise Bestimmung, beeintrachtigen. 

tterurw vm l^M^* ^ < ^ ,er 3,1 ^ er ^ uc ben gefehlt, Verfahren und Materialien zur Iso- 
herung von Nuklemsauren aus ihrer natOrlichen Umgebung vorzuschlagen AusPrl N ^ 

Gegenwart von Natriumjodid in gemahlenem Flintglas beschrieben. 

m Anal. Biochem. 121, 382 - 387 (1982) ist die Reinigung von Plasmid DNA aus Bakterien' 
an Glasstaub in Gegenwart von Natriumperchlorat beschrieben. 

* ^ * ISOKerUn8 V ° n M13 Phagen-DNA an Glas- 

^emdurchAu^ungderPhagenpanik^ 

sauren werden nach Waschen nut e,nem methanolhaltigen Puffer in Tris/EDTA-Puffer elu- 
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DnT ^ I96 " 20 ' <1988) * * v «*~ ,-rReWgung von 

DNAausLambdaphagenbeschrieben. ™S"ngvon 

B- Hte Verfahren do, St and« to Teohnjk is, die soloknve Bindung von 

^^vonV^^^^^^^^^ 

die Vonnbenong groBer Probenahlen safc behindea ™» acamt, der 

bAMl.BiodMn.201, 166- 169 (1992) bzw. PCT GB 91/00212 m di. Verwertun. von 

draTl^N^ kT^f 60 ** u * c * e i nsau ren in eineni Trispuffer gelost Dieses Verfahren hat jo- 

^™^undgd6^ SK ^ mltwl ^^ Sois.osdurchdio.es Vor- 
lahren mcht moglich, event ^ v °rhaisdereInhibitorennTr bestir 
"onramausioichendemMaOezuontfernen. enzynamcne Reak- 

In US.A-4,233,169 is, an poroso, GUs bosohnebon. da, Magnapartikd eingelage* on**, 
^^^sichdenenau* 

dreseltovaJeKanBwtingebiindensiiid. "nrmen wernen, daB 

Anfijabe dor Ertfadung war os, beasoro Ma.eriahen zur Innnobihdon™, von bioksoisol™ 
kensng von busfoguchen Materfalien, insbosondona NukleWen, boKtamenoT 
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Gegenstand der Erfindung sind magnetische Partikel mil einer auBeren Glasoberflache, die 
•m wesenthchen porenfrei ist oder Poren eines Durchmessers von weniger als 10 nm auf- 
wcst. Em weiterer Gegenstand sind ferromagnetische Partikel mit einer Glasoberflache 
Verfahren zur Isolierung bioiogischer Materialien, msbe^ndere von NuWeinsauren, sowie 
Verfanren zur Herstellung magnetischer Glaspartikel. 

Erfindung smd besonders Partikel geeignet, die einedurchschnitUicheKorngroflevon 
wemgerals 100 umhaben. Besonders bevorzugt weisen sie eine durchschnhtUche Korn- 
gr6Be von zwischen 10 und 60 urn auf. Bevorzugt ist die KomgroBenverteilung relativ 
homogen, msbesondere hegen nahezu keine Teilchen < 10um oder > 60 um vor. 

k^tt^^f""^^ diedurchebenMagnetangezogenwerden 
konnen, d h. bosp.dsweise ferromagnetische oder superparamagnetische MateriaUea Als 
magnetisch werden auch Materialien verstanden, die als weich magnetische Materialien be- 
zcchnet werden, z. B. Ferrhe. Besonders bevorzugt im Sinne der Erfindung sind ferro- 
magnetKche Materialien, insbesondere wenn sie noch nicht vonnagnetisiert wurden. Unter 
Vormagneds.enmg ist in diesem Zusammenhang das Inkontaktbringen mit einem Magneten 
ru vemehen, wodurch die Remanenz erhoht wad. Besonders bevorzugt sind ferromagne- 
tischeMatenalien,wiez.B.Magnetit(Fe304)oderFe203. 

Unter einer auBeren Oberflache eines Partikels wird die zusammenhangende Oberflache ver- 
standen, von der in Richtung auf die Umgebung des Partikels Senkrechte gebildet werden 
konnen, die dasselbe Partikel nicht noch einmal schneiden. 

Unter eine Pore wird eine Ausnehmung in der auBeren Oberflache des Partikels verstanden, * 
b« denen die Oberflache soweit in das Partikel hinemreicht, dafl eine in der Ausnehmung 
auf der Oberflache gebildete gedachte Senkrechte in Richtung auf die nachstliegende Urn- 
gebung ;desPartikels das Partikel nnndestens Imal schneidet. Poren reichen auBerdem defer 
als em Radius der Pore in das Partikel hinein. 

Unter einem Glas im Sinne der vorliegenden Erfindung wird ein sihciumhaltiges amorphes 
Matenal verstanden. Das Glas kann weitere Materialien enthaltenen, z. B. 
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B 2<>3 (0-30%), 

AI2O3 (0-20%), 

CaO (0-20%), 

B *0 (0-10%), 

K 2<> (0-20%), 

N 20 (0-20%), 
(0-18%), 

p b20 3 (0-15%). 



In geringerem Umfang von 0 - 5 % k6nnen ^ dne ^ 

M»203 Ti02. AS203, Fe 2°3» CuO, CoO usw. enthalten seia Als !L 

ze8mmsa1.enG1und2agenbdcanntnndw11rd.jLB in.' ,. „r DMSerPr<> - 

— N.OH ♦ 8,0, ♦ + <Si(0HV-^ 
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OH 
I I 

B-O-Al-Si-OH 
I 

0- 

Na+ 



Gel 



> (Na 2 O.B 2 0,.AJ 2 0 3 .Si0 2 )cu, 

Durch die Zugabe von Wasser wird der HydrolyseprozeB der Ausgangskomponenten in 
Gang gesetzt. Die Reaktion verlauft relauv rasch, da die Alkaliionen katalyusch auf die 
Hydrolysegeschwindigkeit des Kieselsaureesters einwirken. Nach Ablauf der Gelbildung 
kann das entstehende Gel getrocknet und durch einen thennischen Prozefl zu einem Gil 
verdichtet werden. 

Das Mengenverhaltnis Sol/Pigment hat einen erheblichen EinfluO auf die Ausbeute an erfin- 
dungsgemaBen magnetischen Pigment. Grenzen sind dadurch gegeben, daB der Pigmentan- 
teu so genng a, dafi eine noch pump- und spruhfahige Masse entsteht. Bei zu geringem 
Pigme^nteilwird derFeinanteil, z. B. von nicht-magnetischem Material zu groB und stort 
Als im Hinbhck auf die Pigmentausbeute zweckmaBige Mengenverhaltnisse wurden 10 bis ' 
25 g Pigment/100 ml Sol gefunden. 

Die Aufschlammung wird zur Entstehung eines Pulvers bevorzugt durch eine Duse ver- 
spruht und das Aerosol auf einer Fallstrecke getrocknet. Die DQse wird bevorzugt geheizt, 
^^^SderAufscWamrm^ 

Du* betragt die DQsentempetatur bevorzugt ca. 120 bis 200«>C. Em KompromiB wird ge- 
funden durch ausreichende Verdampfungsgeschwindigkeit, jedoch Vermeiden von Ver 
spntzen. 

■» 

In. HnbHck auf die Ausbeure ia, die Verdiclm^gsrempenaur m6gBchs , ^ ffl 

ZTl^ ""T" * ^ ** bdder. scb Agglomerate, die 

hemrageaeb, werden soltat Die Neehbehandlung rmrer Urft ftbr. bei au hotaen Tempera- 
«*e» au emen, V«te der magr^ischen EigeaacbaSen, wesbaib au hohe Temperas 
vermieden werden sollten. 

Unter einer fan wesentlichen porenfreien Oberflache wird eine OberflMche verstanden, die zu 
wemger als 5 /., bevorzugt weniger als 2 %, besonders bevorzugt weniger als 0. 1 %, mit 
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Poren derobenstehenden Definition durchsetzt ist SoUtenPor. u , 
Gtoners, wdche rich, JT v, hB ** ObetflSche <te 

kdnnenaufeinfecheWeisem^io • w terromagnetischen Partikel 
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Die Glasoberflache der erfindungsgemaBen faromagnetischen Partikel kann porenfrei sein 
Oder aber Poren enthalten. Aus den oben genannten Grunden for die erfindungsgemaBen 
magneuschen Partikel ist es bevorzugt, daB die auBere Oberflache auch der ferromagne- 
tischen Partikel im wesentlichen porenfrei ist oder Poren eines Durchmessers von weniger 
als 10 nm aufweist. Auch die erfindungsgemaBen ferromagnetischen Partikel haben bevor- 
zugt erne KomgroBe zwischen 10 und 60 um, besonders bevorzugt 20 und 50 urn Be- 
sonders bevorzugt sind Partikel, bei denen eventueU in der Oberflache vorhandene Poren 
einen Durchmesser von weniger als 10, besonders bevorzugt 1 nm haben. Ein Beispiel fur 
einen erfindungsgemaBen ferromagnetischen Partikel ist der oben genannte Verbundstoff 
aus Glimmer- und Magnetitpartikeln, umschlossen von einer Glasschicht. 

Ebenfalls Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Isolierung eines biologischen 
Materials durch 

- Inkontaktbringen einer Probe, die das biologische Material in einer Flussigkeit enhilt, 
mit den erfindungsgemaBen magneuschen Partikeln oder den erfindungsgemaBen 
ferromagnetischen Partikeln unter Bedingungen, bei denen das biologische Material an 
die Partikdoberflache bindet, und 

- Abtreimung des biologischen Materials von der Flussigkeit. 

Unter biologischen Materialien werden Materialien auf partikularer oder molekularer Basis 
verstandea Kerzu gehoren insbesondere ZeUen, z B. Viren und Bakterien aber auch 
humane und tierische isolierte ZeUen, wie Leukozyten, sowie immunologisch aktive nieder- 
und hochmolekulare chemische Verbindungen, wie Haptene, Antigene, Antikdrper und 
Nuklemsauren. Besonders bevorzugt sind NuUeins&iren, z. B. DNA oder RNA. 

ProbenimSinnederErfmdungsmdbdspidswdselcM wieBlut, Serum, 

Mundspulflussigkeit, Urin, Zerebralflussigkeit, Sputum, Stuhl, Punktate und Knochenmark- 
proben. Die Probe kann auch aus dem Bereich der Umweltanalytik, der Lebensmittelanaly- 
tik Oder der molekularbiologischen Forschung, z. B. aus Bakterienkulturen, Phagenlysaten 
und Produkten von Amplifikanonsverfahren, z. B. PGR, stammen. 

ErfindungsgemaB haben die magnetischen Partikel einen inneren Kern, auf den die auBere 
Glasoberflache aufgebracht ist. Bei dem Kern kann es sich um einen Verbundstoff, jedoch 
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terns** ote Slnlktur bMtehen> h ^ Ejsawxkl ^ «■« 

Medium modfkmse.n, mchljedochdieZdlenabsolche. SoltaNuHeiMtaJZZ! 

Iinraobihsierung be&higenden Giuppen modifizieit sind, z. B. biotmyUene NukJeinsaureit 
W- ta» die Prob. oha. Vorteh^ag h da, erfAdu.gsgan^ Me- 

»W b^logischeMaterial in aauver Fonn entbil,, wird 

mckeb^^^deaPa^^hK^^^ 
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der Art des biologischen Materials ab, sind jedoch prinzipiell bekannt. Sie richten sich auch 
^hder A^ derBindung.aber die das biologische Material an die Oberflache gebunden 
wird. SoUen baspielswexse immunologische Wechselwirkungen fir die Bindung ausgenutzt 

Tl ? e «T C ndWN ^^ CTm6 ^^^ModifizierungdarsteUen,.B Biol 
uber d,e Bmdung an mi, Streptavidin beschichtete Oberflachen. InsbesonderTbei Nuk^ 
s.uren jedoch Mfa^^^.^J^ 

N^_gebu^enwerdenk5nnen.DieBindung M tiverNuk.e^^^ 

^^analog^VerfahrendesStandesderTechnike^ 

G^vart chaotroper Sake, wobei die Konzentration dieser Salze zwischen 2 unfg moW 

betrag, bevorzugt 4 bis 6 mol/1. Bei chaotropen Salzen handelt es sich z. B. urn Natrium- 

jocht, Natnumperchlorat, Guanidininiumthiocyanat, Guanidiniumisothiocyanat oder Guahi- 

dnuumhydrochlont, ist jedoch nicht auf diese Verbindungen beschranfct. 

Zum Inkonuktbringen der Probe mit den Partikeln wird die Probe mit den Partikeln Ver- 
mont und ffir eine fur die Bindung ausreichende Zeit inkubiert Die Lange der Inkubation 
* ¥ad T 0n m ^ Regel aus der Behandiung mit nicht-magnetischen Partikeln be- 
^e Optunierung ist durch Durch^^^ 

««m b.olog.schem Material an der Oberflache zu verschiedenenZeitpunkten mOglich 
Fur Nuklemsiuren konnen Inkubationszeiten zwischen 10 Sekunden und 30 MimJn " 
zweckmaflig sein. 

«. Sep**™ der Pardee! voa der Flussigkei, slatt „der erta, sich die Su!pension ober 

umPamkd m , eu^ grOBeren Kon^fe, so tod* ^ ^ „„ ^ 
tagsaae Sep™™ d«r Panikel v™ der Fttssigkei, sum. Insbesondere we™ es sich um 
^^P^e.hassdei.hddo.sichso.ch.Aggr.g^Fcrdenhevo^F.B 
reparation gewShrieistet. 

^ InmoMisiaung finda bevorzug, „cht durch AmfiUhmg durch Endedrigung der Us . 
bchkes, des n, ^bffisienen Matehalies, sustSatsdessen berub. die JZj^f 
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Altera, ode, Absaugen der mJtkti,. ^ VeAhramchritte and 

S^geinesnichindtdemerstenhfam^^vr^T 1 ^""^^QttetooderAnle- 
W^a^^^^^^^Magee^es^ve^g,. 

SW» Mafcrfala aa die mJu^Z^T* derArt<ler Binctag des Nolo- 
"""^■ePanik.. hand,,, aanTT^ZL da, 7"^*n*el»»n.gh3. 
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Elutionspuffer Tris. In einer anderen besonderen Ausfthrungsfonn handdt es sich bei dem 
muuonspuffer um entmineralisiertes Wasser. 

In einer weiteren Ausfiluungsform kann das beschriebene Reinigungs- und IsoUerungsver- 
fahren im AnschluB an eine immunomagnetische Separation von Zellen (z. B. virale Partikel 
Oder prokanontische bzw. eukariontische Zellen) aus einer K6rperflussigkeit oder einem 
Gewebe erfolgen. Kerzu wird die Probe mit magnetischen Partikeln, an welche ein Anti- 
korper gegen em Antigen auf der Zelle inunobilisiert ist, z. B. unter Schutteln inkubiert 
Solche Parukel kSnnen erfindungsgemaBe Partikel sein, aber auch kauffiche (2. B MACS 
Microbeads der Fiona MUtenyi Biotec GmbH, BergUch Gladbach, BRD). Nach Anlegen 
ernes Magnetfeldes erfolgen ein oder mehrere Waschschritte mit einer salzhaltigen 
WaschJosung. Man erhalt Partikel, an welche die gewvinschten ZeDen gebunden sind. 
SchheBhch werden die gebundenen Zellen in einem salzhaltigen Puffer resuspendiert In 
emer bevorzugten Ausfuhrungsform ist dieser salzhaltige Puffer eine chaotrope SalzlOsung, 
so daQ d»e m der ZeUe vorhandenen Nukleinsauren aus den Zellen freigesetzt werden 



zur 
orm ist 
in 



. ., Jerung von Zellen mit der ebenfalls be- 

schnebenen Isolierung von Nukleinsauen, bevorzugt in ihrer nativen Form, an den erfin- 
dungsgemiBen magnetischen Partikeln, ergibt sich ein besonders vorteilhaftes Verfahren 
Isoherung von Nukleinsauren aus zellhaltigen Probe* Vorteil dieser Ausfuhrungsform i 
die moghche Einfechheit (Single-Tube-Methode), hohe Sensitivitat (besonders wichtig i 
der meduumschen Mikrobiologie und Onkologie) und die leichte Automatisierbarkeit. 

nun m beheb,ger We,se weiter verwendet werden. Beispielsweise kOnnen sie als Substrat fur 
ve^edene enzymatische Reaktionen verwendet werden. Im Falle der Nukleinsauren seien 
aU Beujael d,e Sequenzierung, die radioaktive oder nicht-radioaktive Markierung, die ' 
Amphfikation einer oder mehrerer in ihr emhaltender Sequenzen, die Transition, die 
Hybnd^erung mit markierten Sondennukleinsauren, die Translation oder die Ligation ge- 
nannt. Em Vorteil des erfindungsgemaBen Verfahrens ist, dafl die Abtrennung des biol o- 
g.schen Matenals von der Flussigkeit sehr einfach ist. Im Stand der Technik wurde zur 
Sepanerung von Glaspartikeln von Verunreinigungen entweder ein Zentrifugationsschritt 
angewandt, oder im Falle der Bindung des biologischen Materials an Glasfiberfilter die 

***** ». Hierbei handelt es sich um einen limitierenden 
icnntt, der die Verarbeitung von grofien Probenzahlen behindert. 
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in 4 hi eta « der Ergte «, Bejspiel 4 ^ 

^ ^^Ze U ^ta^^tat^^ Pr0beK ^- TO ^ 

phase urn die W «i d« Gefifl« ta^ZTft „ W «» « ^ W <fer Fat- 
Htoato geschelw. Im Me TO . m JjT»T D "" ka,m beis Pi*wei« durch 
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den^AnschheBend findet die ZerstOrung der Zellen statt, die sogenannte Lyse. Eine Mog- 
chkeu .st durch die Behandlung der Zelien mit chaotropen Salzen gegeben. Andere uL 
hchkeiten sind die Einwirkung von Proteinasen und Detergenzien. 

Zu der Lysemischung werden in der bevorzugten Ausfuhrungsform die erfindungsgemaBen 
Parukel zugegeben. Nach einer geeigneten Einwirkungszeit, die uber die Beladung der 

gebendenFlusagketf, die weitere und nicht nachzuweisende ZeUbestandteile enthalt, ge- 
trennt. Daes geschieht wiederum bevorzugt durch Anlegen eines magnetischen Feides 
mittels eines Magneten an der GefaBwand. 

Um eventueU noch anhaftende Verunreinigungen zu entfernen, wird bevorzugt mit einer 
HQss.gkext gewaschen, die so ausgewlhlt wird, daB die zu bestimmenden Nukleinsauren 
s.ch nxcht von der Glasoberflache ablosen. Zur Entfemung der Nukleinsauren von der Glas- 
oberflache wrd ein sogenannter Elutionspuffer zugegeben, der Reagenzbedingungen auf- 
weist, unter denen sich die Nukleinsauren von der Glasoberflache lOsen. Dies sind insbe- 
sondere Niedngsaizbedingungen. Je nach beabsichtigter Weiterbehandlung der Nuklein- 
sauren kann die Ftossigkeit nun von den Parukeln getrennt und weiterbearbeitet werden. Es 
ist bevorzugt, diese Abtrennung bei anliegendem Magnetfeld vorzunehmen, so daB die Par- 
ukel separiert voriiegen. 

Die folgenden Beispiele erlautern die Erfindung naher. 



WO 96/41811 



PCT/EP96/02459 



-14 

Beispiel 1 



Es wurden 6 verschiedene Sole verwendet n;* w ~ 

Schemata durchgefuhxt: ' HerSteBung der Sole ***** nach folgenden 

Soll(Si02:B 2 03 = 7:3): 

+ 7 ml wasserfreies unvergalltes Ethanol 
+ HlmlO,15MHCl 

+ -J Trt^jJ!^ * Pfe " W,!e * ***** ™ 



A » sc '*«B«i<lwH(lasSol2Stradenbei50»r..k. k „ 

+ KlmlO,15MHCI * Damd "rfolgl<B= Zugabe 



von 



Sol2(Si02:B 2 03 = 4:l): 

+ 7 ml wasserfreies unvergalltes Ethanol 
+ 16,3mlO,15MHCl 



; Es entsteht ein zweiphasiges Gemisch, welches h~ p 

es einphasig wird. Danach erfol^wf ^""peratur solange geruhrt wird, 
borat. ° lgt tr °P fenw «se <he Zugabe von + 25,6 ml Trimethyl- 

AnschKefiend wird das Sol 2 Stunden bei 50 °C u r. 
* 16,3 ml 0,15 MHQ Danach eif <% *e Zugabe 



Je von 



Sol3(Si0 2 .B203 = 85:15): 

Die Synthese wurde in einem 250 ml R.mwi, n. 

107,8 ntfTetraethylo^^ 

+ 7 ml wasserfreies unvergalltes Ethanol 

+ 17,5 ml 0,15 MHC1 
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Es entsteht ein zweiphasiges Gemisch, welches bei ■ 
b«es mphaag wd. Darnel, erfolgt tropfenweise die Zugabe von + 19,4 ml Trimethyl- 



von 



Sol 4 (Si02.B 2 03 - 4: 1; 2 Moi% P 2 0 5 ) 

+ 7 ml wasserfreies unvergalltes Ethanol 
+ 16,3 ml 0,15 MHC1 

Es entsteht ein zweiphasiges Gemisch, welches bei Raumtemperatur solange genihrt wird 
bis es emphasig wird. Danach erfolgt tropfenweise die Zugabe von 
+ 25, 6 ml Trimethylborat 

ZZZZ: £ So1 2 M50 ' c D -* * - 

+ l,63gp 2 0 5 

Sol 5 (Si02:B 2 03 =4:1 Mol% A1 2 0 3 ): 

Die Synthese wurde in einem 250 ml Rundkolben unter standigem Ruhrem durchgefuhrt 

100,5 ml Tetraethylorthosilicat 

+ 7 ml wasserfreies unvergalltes Ethanol 

+ 16,3 ml 0, 15MHC1 

Es entsteht ein zweiphasiges Gemisch, welches bei Raumtemperatur solange geruhrt wird 
bis es emphasig wird. Danach erfolgt tropfenweise die Zugabe von 
+ 25,6 ml Trimethylborat. 

801 2 ^ M 50 ° c DMach -* * « 

+ 3,06gAlCl 3 

Sol 6 (S02^Q3 =4:1 Mol% ZrO^: 

Die Synthese wurde in einem 250 ml Rundkolben unter standigem Ruhren durchgefuhrt 
100,5 ml Tetraethylorthosilicat 
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+ 7 ml wasserfreies unvergalltes Ethanol 
+ 16,3mlO,15MHCl 

K~ Temper - w ^^21 bttm8 " tU ° da ' W<ler V^^u.gs.emp^. 
Beispiel 2 

GMP1, GMP2, GMP3 und GMP4 sind Pi™*. 

dinguagenerhaltenwu^ "—*«•-* Beispiel 1 unter f 0 , g e„de„ Be- 



WO 96/41811 



PCT/EP96/02459 



17- 




Beispiel 3 



Isolierung der NukleinsSure 



Wei (^^parUkel-Chargen (GM P2 - 4) tvurdan j« ca. 10 n,g i„ Eppeodorf 
Reatatonsgafinan vorgelagt. Di. genauan Eunvaagen sfad in Tabelie 1 angegek- « 
wurden Drafach-Bestimmungen durcbgefflbrt. 

2 ui e200pJ^^ Vomut ^ CT4Mp ^ K(20m ^ hagKteiitaiis 
Lyophta) pipeto ^ getnjscht AnscbliaBend ^ 20O p, Bhdepuffer « M 
Gnanidin-HCl, lOmMTns-HCl, 10mMHan BI1 ,« C} 0, 4 Tri,o„X. 1 00,pH4 4)zug«e- ' 
ben. gennsch. und to 10 Mnmen bei 70X infcubim. Nacb Zugabe von 200 p. i-Propano, 

fir 10 Seknnden anf dan, Vor^-Mscher gendscln, dia Proba fix 20 Mtaen bei 
Kinmlempenmn inkubim ^ .be™* fi, ,0 Sefanrfen wie v.r gen«b,. Dia Magnet- 
separation erfolgte fir wenigstens 30 Sakunden im Magnetpartikelseparator von Boehringer 

Man^(H,Nr. 1 641 W)D«rtW^* g ano»»n 0 ,und^ W a tollM =J 
beschneben analysiert. 
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Die ^etpartikel wurden mit jeweils 500 .,1 w, u r, ~ 

j^tr 



Aufarbeitungdes Uberstand- 



es 



^er tJberstand nach der 1 n;„A.« 

erneute Zentri- 



Analyse der Eluate und des Probenuberstandes 

i vermessen. 
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Zwei 5 „1 Aliquot* der Eluate wurden als Doppelbestimmung durch Expand™ Long 
TemplatePCR (Boehringer Mannheim, Id,Nr. 1681834) mit spezffischenPrimerniurdas 
menschhche tPA-Gen (envartete Produktlange 15 kb) uberpruft. 



M** * pro Ansatz 

dNTPJe 100 mM f^T 

Primer 1, 200 ng/ul 1 u i 

Primer 2, 225 ng/ul l u i 

H2O, wot 17 u | 



MxU proAnsatz 

Expand™ Puffer, 10 x 5 ul 

Expand™ Polymerase 0,75 ul 

H 2 0, ha,*. 19 25 j,i 



20 ul 



25 M 



Mix I wird in ein dunnwandiges PCR-Tube vorgelegt mit 5 ul Eluat versetzt und Mix II zu- 
gegeben. Der Ansatz wird kurz gemischt und mit 30 ul Minearalsl uberschichtet. Die An- 
satze werden in einem Perkin-EImer Thermocycler 9600 mit folgenden Programm amplifi- 



aert: 



2Minuten 

10 Sekunden 
30 Sekunden 
12 Minuten 

10 Sekunden 
30 Sekunden 
12 Minuten + 
20 Sekunden pro Zyklus 

7 Minuten 
anschlieQend 



92°C 

92°C 
65°C 
68°C 

92°C 
65°C 
68°C 



68°C 
7°C 



lOZyklen 



20Zyklen 



Die 50 ul PGR Ansatze wurden mit 10 ul Proben-Puffer versetzt und davon 45 ul in einem 
0,8 %,gen Agarosegel elektrophoretisch bei 120 V fiir 90 Minuten aufgetrennt. 
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Ergebnt^A 



GMP/2 12 mg 
10 mg 
9mg 
GMP/3 10 mg 
10 mg 

IQmg 

GMP/4 10 mg 
11 mg 
10 mg 




TabeUelrAusbeutean 



Nukleinsauren mit magnetischen CHaspartikeln 



aus200 plBlut 



Die 1. Eluate waxen noch leicht gelb ge&bt und teihveise 
Kontaminiert. 



mit feinen Magnetpartikeln 



WO 96/4,811 PCT/EP9 6 «2459 



-21 



15 kb Expand™ PCR humanes tPA Gen 



„, .„„ 1Eluat 2.Eluat 

gmp/2 ~ fehit ; ~ 



2 + + 

3 + + 



GMP/3 1 + 
2 (+) 

3 



+ + 
fehlt 



+ + 
+ + 



GMP/4 1 + + 



2 + 

3 + + 

K bM KontroU DNA ~ 



+ + 



+ + (+)♦ 

fehlt 



Tabelle 2. Ergebnisse Expand™ PCR 



* 3. But 



In KG. 3 ist ein Gel mit den Reaktionsprodukten nach PCR-Amplifikation gezeigt 
MWM mist ein Molekulargewichtsmarker (Huat 1, oben; Eluat 2, unten). 

Beispiel 4 

Bindung von DNA-Unmistandard an m a onpric e h e Gh^ rtiM 

1. Vorbereitung der magnetischen Glaspartikel 

Von der Glasmagnetcharge GMP4 wurden 12 m g in Eppendorf-ReaktionsgefaBe vorgelegt. 

2. Lyse und Bindnng 

In einem 1,5 ml Eppendorf-Gefafl mit 12 mg magnetischen Glaspartikeln werden 900 pi 
Lysis-PuflFer (4.6 M GuSCN, 45 mM Tris, 20 mM EDTA, pH 7,3) und 100 pi DNA-Probe, 
in der modellhaft DNA-Langenstandard ffl von Boehringer Mannheim (Katalog-Nr. 
528552) eingesetzt wurde, 2 bis 10 sec. gemischt, bis eine homogene Suspension entsteht. 
Die Losung wird 20 min bei Raumtemperatur inkubiert, wobei alle 5 min gemischt wird. 

Die Magnetseparation erfogt Sir mindestens 15 sec in einem Magnetpartikelseparator. Der 
Uberstand wird abpipettiert. 
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3. Waschen und Trocknen 

4. ElutionderDNA 

UberstandschlieBlichineinnLp ^ 56 ° wd ^ der DNA-haltige 

6m neues Eppendorf-GefiB transferiert wird. 

5. Analyse der Eluate 
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Die Ausbeute an DNA mit magnetischen Glaspartikeln ist in Tabelle 1 dargesteUt 



Staodar 

Mr 


DNA-Mmg. 


* Heltigkcttsintens. 
Standard (MeBwett) 
frd.Einhciten| 


Probe 
Nr 


Pigment/ 
Bcad-Typ 


HeiUriceiUtntera. crrechnete DMA. m. twi * 
Probe (Me6»at) McngeW Meagek 


Recovery 


1 

2 
3 


200 
175 
150 


65 
51 


1 

2 


GMP4 
GMP4 


45 139 695 
39 120 600 


69,5 
60,0 


4 


125 


44 










5 


100 


37 










6 


75 


25 










7 


50 


17 










8 


25 


9 










9 


10 


4 











Tabellel. Ausbeute an DNA-Langenstandard ffl mit magnetischen Glaspartikeln 

Das Agarosegel, das als Grundlage fur die quantitative Auswertung diente, ist in FIG 4 
dargesteUt Es handelt sich urn ein l%iges Ethidiumbromid-gefarbtes Agarosegel. Spur 1 bis 
lOentspricmemerVerdunnungsremevonDNA-lJnger^dardin. 1: 1 ugDNA.2- 
200 ng DNA, 3: 175 ng DNA, 4: 150 ng DNA 5: 125 ng DNA, 6: 100 ng DNA 7: 75 ng 
DNA 8: 50 ng NDA, 9: 25 ng DNA, 10: 10 ng DNA 



Spur 1 1 und 12 entspricht der von den magnetischen Glaspartikeln eluierten DNA bei Ein- 
satz von 200 ng DNA-Langenstandard. 
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SEQUEN2PROTOKOLL 



(1) ALLGEMEINE ANGABEN: 

(i)ANMELDER 

(A) NAME: Boehringer Mannheim GmbH 

(B) STRASSE: Sandhoferstr. 116 
(9 ORT: Mannheim 

(E) LAND: DE 

(F) POSTLEITZAHL: 68298 

(G) TELEFON: 0621 759 4348 

(H) TELEFAX: 0621 759 4457 



CO EEZEICHNUNG DER ERFINDUNG: Magnetisches Pigment 

0") ANZAHLDER SEQUENZEN- 2 
Civ) COMPUTER-LESBARE FASSUNG: 

(A) DATENTRDGER Floppy disk 

(B) COMPUTER IBM PC compatible 

(C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS/MS-DOS 

(D) SOFTWARE: Patentln Release #1.0, Version #1.30 (EPA) 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1 : 

0) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE:34Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

00 ARTDES MOLEKOLS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREBUNG: /desc = "Oligodeoxyribonukleotid" 

C"0 HYPOTHETISCH: NHN 

(x0 SEQUENZBES CHREIB UNG: SEQ ID NO: 1: 
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ACTGTGCTTC TTGACCCATG GCAGAAGCGC CTTC 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 2: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 34 Basenpaare 

(B) ART:Nudeotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = "OKgodeoxyribonukleotid- 

C«ii) HYPOTHETISCH; NEIN 
(xO SEQUENZBESCHREIBTJNG: SEQ ID NO: 2: 
CCTTCACTGT CTGCCTAACT CCTTCGTGTG TTCC 
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PatentansprSche 
1 



2. Ferromagnetische Partikel mit einer Glasoberflache. 



vl^r^ 1 *"***■*•*— 



einen 
*it- 
lossen ist. 



6. Verfahren zur IsoHerung eines biologischen Materials durch 

- Wcontaktbringen einer Probe, die das bioloasche Vf a »^i • • « 
emhalt mit Partikdn T ° ,0gISChe Matenal » emer Hussigkeit 
™t, m,t Partikdngemafl emem der Anspruche 1 bis 5 unterBedinguneen. b« 

denendasb.oiogischeMaterhlandieParukelob^ 

- Abtrennung des biologischen Materials von der Flussigkeit. 

7- ^^S^Anspmch^ 

gischen Material urn NuWeinsauren handelt. * 

8. Verfehren zur IsoHerung von Nukleinsauren durch 

SSIgke ' t enthalt ' mt n^gnetischen Partikeln mit Glasoberflachen unter BeHin 
gungen, bei denen die Nukleinsauren in nativer Fo™ 2 7r, . 
denkonnen und M G!asoberfl ^he bin- 

- Abtrennung der gebundenen Nukleinsauren von der Hussigkeit. 
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9. 



13. 



Verfahren gemafl einem der AnsprQche 6 bis 8, dadurch gekennzeichnet, dafl die Ab- 
trennung mit HUfe eines Magneten geschieht. 



10. Verfahren gemafl einem der Anspruche 6 bis 9, dadurch gekennzeichnet, daB die 
magnetischen Partikel beim Inkontaktbringen mit der Probe nicht vormagnetisiert 
sind. 

1 1. Verfahren zur Herstellung magnetischer Glaspartikel durch 

- Bereitstellung eines magnetischen Kernes und 

- UmschlieBen des magnetischen Kernes mit einer im wesentlichen porenfreien 
Glasoberflache. 

12. Verfahren gemafl Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, dafl das UmschlieBen die 
Abschridung eines Sols aufder Oberflache und das anscMieflende Verdichten des Sols 



bdnhahet. 



Verwendung ferromagnetischer Glaspartikel zur Isolierung von Nukleinsauren in 
nativer Form. 
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Specimen 



FIG I 



Zugabe von 
Bead-AK-Komplex 



Immunomagn. 
Separation 



■ 

i 



Specimen-Spezif. 
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Waschen 



■ 



Lysis der ZeUen 

rrrit chaotropen Salzen 



Zugabe von 
magn. Glaspartikeln 



Magnet Separation von 
NA-Glaspartikei-Kompiex 



Waschen 

Zugabe von Elutionspuffer 



Sution von NAs 



I 

♦ 



c 

c 
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= Antikorper 
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FIG 2 
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2 3 1 2 3 1 2 3 
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FIG 4 
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